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Het cytoplasma van een cel bevat een hoge concentratie aan eiwit-
ten, mRNA’s, suikers, ionen en kleine moleculen. De hoge dichtheid 
van macromoleculen maakt het cytoplasma overvol en daardoor is 
de intracellulaire omgeving duidelijk verschillend van bulkoplossing. 
Onlangs werd aangetoond dat de hoge macromoleculaire crowding in 
de intracellulaire omgeving kan worden gekwantificeerd met op För-
ster resonantie energieoverdracht (FRET) gebaseerde sensoren. Om 
het crowding-effect in vivo beter te begrijpen, zijn er echter enkele 
vragen die moeten worden beantwoord: 1) het detectiemechanisme 
van de sensoren; d.w.z., hoe beïnvloedt crowding de sensoren? 2) De 
artefacten die de uitlezing van de sensoren beïnvloeden; d.w.z. hoe 
beïnvloedt de maturatie van het fluorescerend eiwit de uitlezing van 
de sensoren? 3) Het effect van verdringing in de cel onder verschil-
lende groeiomstandigheden; d.w.z. hoe verandert verdringing tijdens 
aanpassing aan hyperosmotische shock?
Om deze vragen te beantwoorden, heb ik in dit proefschrift de 
linker van de sensoren systematisch veranderd, de factoren geïden-
tificeerd die van invloed waren op de maturatiesefficiëntie van het 
fluorescent eiwit en de verandering in crowding gevolgd tijdens hy-
perosmotische stress in bacteriële cellen.
In hoofdstuk 1 presenteer ik een overzicht van de complexe sa-
menstelling van het cytoplasma, de effecten van het overvolle inte-
rieur op de macromoleculaire diffusie, evenals de conformationele 
veranderingen van macromoleculen als gevolg van crowding en me-
thoden om crowding in cellen te kwantificeren. De recente ontwikke-
lingen in crowding-sensing zullen in detail worden besproken, inclu-
sief het mechanisme, de toepassingen en de na- en voordelen van de 
beschikbare sensoren.
Om het detectiemechanisme te begrijpen, presenteer ik in hoofd-
stuk 2 een nieuwe set FRET-gebaseerde crowding-sensitive probes 
en onderzoek ik de rol van het linkerontwerp. We onderzoeken de 
sensoren in vitro en in vivo en door moleculaire dynamica-simulaties. 
We vinden dat in vitro alle sondes kunnen worden gecomprimeerd 
door crowding, met een grootte die toeneemt met de sondeafmeting, 
de concentratie van de crowder en de grootte van de crowder. We 
vangen de rol van de linker in een heuristisch schaalmodel en we zien 
dat compressie een functie is van de grootte van de probe en de volu-
mefractie van de crowder. De FRET-veranderingen die in de cel wor-
den waargenomen, zijn gecompliceerder, waarbij FRET-toenamen en 
schaalgedrag alleen worden waargenomen met probes die de helices 
in de linker bevatten. De sonde met de hoogste gevoeligheid voor 
crowding in vivo levert dezelfde macromoleculaire volumefracties op 
als eerder verkregen uit droog gewicht van cellen. De verzameling 
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nieuwe sondes biedt meer gedetailleerde informatie over de macro-
moleculaire crowding dan een enkele sensor.
Om de invloed van fluorescente eiwit maturatie op de uitlezing 
van de sensoren te kwantificeren, tonen we in hoofdstuk 3 aan dat 
variatie van zowel de eiwitexpressieomstandigheden als de fluores-
cente eiwitten invloed hebben op FRET. Onze bevindingen laten zien 
dat artefacten van langzaam maturerende fluorescerende eiwitten 
significant kunnen zijn met een toenemende inducer-concentratie, 
maar kunnen worden geminimaliseerd door expressie met stabiele ei-
witniveaus (zonder inducer). We hebben een model gebouwd om de 
invloed van de maturatieefficiëntie op de gemeten FRET- efficiëntie 
te kwantificeren. Het model geeft aan dat de ratiometrische FRET 
betrekking heeft op de maturatie van de fluorescerende eiwitten en 
hangt grotendeels af van de maturatie van mCitrine (acceptor), terwijl 
de maturatie van mCerulean3 (donor) de ratiometrische FRET op een 
zeer laag maturatieniveau beïnvloedt. Deze resultaten tonen aan dat 
de maturatieefficiëntie een significant effect heeft op de gemeten 
FRET-efficiëntie onder expressie met inducer. Vergelijkbare uitkom-
sten moeten van toepassing zijn op andere op fluorescente eiwit ge-
baseerde FRET-sensoren die in de literatuur worden beschreven.
Om de verandering in crowding tijdens adaptatie aan hyperosmo-
tische shock te onderzoeken, hebben we in hoofdstuk 4 de crow-
ding-veranderingen in Escherichia coli gevolgd met eerder ontwik-
kelde macromoleculaire crowding-sensoren (crGE, crE6 en crG18). De 
resultaten tonen aan dat macromoleculaire crowding direct na osmo-
tische opschakeling toeneemt, en vervolgens afneemt tot een lager ni-
veau gedurende 2–5 uur, waar het blijft. De drukte volgt aanvankelijk 
het celvolume, maar na aanpassing komt deze op een lagere waarde. 
Met deze resultaten, in combinatie met literatuurobservaties, stellen 
we de hypothese dat de daling te wijten zou kunnen zijn aan een toe-
name in zelfassociatie van de macromoleculen in de cel na aanpassing. 
De zelfassociatie creëert een heterogene verdeling in het cytoplasma, 
wat ertoe leidt dat sommige gebieden minder vol zijn. Deze interpre-
tatie zou fundamenteel zijn voor de organisatie van het overvolle cel-
lulaire cytoplasma en zou ook van toepassing zijn op andere celtypen.
Om de ionsterkte in vivo te detecteren, presenteren we in hoofd-
stuk 5 de eerste sensoren om de ionsterkte in levende cellen te be-
palen, door het ontwerpen van eiwitsondes op basis van FRET. Met 
deze sondes kunnen spatiotemporele veranderingen in de ionsterkte 
op het niveau van één cel worden waargenomen.
Samenvattend hebben we in dit proefschrift een set op FRET ge-
baseerde sensoren voor de crowding en ionsterkte in het cytoplasma 
ontwikkeld en gekarakteriseerd. Met deze sensoren kunnen we de 
crowding en ionsterkte van de intracellulaire omgeving spatiotempo-









het mechanisme van het effect van crowding in cellen op te helderen. 
Er is echter meer werk nodig voor een beter begrip van macromolecu-
laire crowding in cellen, zoals hieronder wordt beschreven.
We kunnen niet voorspellen hoe de crowding invloed heeft 
op verschillende macromoleculen in vivo, vanwege de complexe 
niet-specifieke chemische interacties in de intercellulaire omgeving. 
Het sterische crowding-effect wordt vaak overschaduwd door deze 
andere effecten. Daarom stellen we voor om meer sensoren te ont-
werpen, die groter zijn of specifieke chemische interacties hebben 
met de intracellulaire omgeving, om het effect van crowding in vivo 
in kaart te brengen.
We stelden de hypothese dat macromoleculen steeds meer zelf 
associëren na aanpassing. Een gevolg van deze hypothese is dat de 
crowding op verschillende subcellulaire locaties anders zou zijn. Van-
daar dat we voorstellen om de sensor op verschillende subcellulaire lo-
caties te lokaliseren om dit te verifiëren. Dit helpt ons ook om de fysi-
sche chemische parameters van intracellulaire omgeving te begrijpen.
Bovendien beïnvloedt de maturatie van de fluorescerende eiwit-
ten de nauwkeurige kwantificering van de verandering in FRET-ver-
houding. De maturatie van fluorescerend eiwit hangt af van het eiwit 
zelf en de expressieomstandigheden (bijvoorbeeld met / zonder indu-
cer). Daarom zal de ontwikkeling van een nieuw fluorescerend eiwit, 
dat snel matureerd en niet wordt beïnvloed door zijn omgeving, de 
kwantificering van macromoleculaire crowding onder verschillende 
omstandigheden mogelijk maken.
Concluderend kan de macromoleculaire crowding worden ge-
kwantificeerd door een set van crowding op FRET gebaseerde senso-
ren, afhankelijk van crowder volumefracties, crowder grootte, sensor 
grootte en aanvullende factoren die opheldering nodig hebben. Met 
deze sensoren kan men de crowding in subcellulaire locaties bepalen 
en de verandering in crowding volgen bij het blootstellen van de cel-
len aan verschillende omgevingen. Dientengevolge kunnen we veel 
biologische processen koppelen aan de verandering in crowding, wat 
ons kan helpen deze biologische processen fysiek te begrijpen.
